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RESUMEN 
 
Esta investigación tuvo como objetivo principal determinar la actividad inhibitoria sobre las 
enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE) por parte del extracto 
alcaloidal de la especie Eucharis formosa, usando galantamina como compuesto de referencia, 
compuesto usado en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Además que se identificaron 
los alcaloides presentes en esta planta a través de cromatografía de gases acoplada a 
espectrometría de masas. Eucharis formosa pertenece a la familia de Amaryllidaceae, ubicada  
desde Panamá hasta Bolivia y en gran parte de la cuenca amazónica occidental del Ecuador. El 
material vegetal se recolectó en la provincia de Sucumbíos, cantón Shushufindi en febrero de 
2018. A partir del extracto bruto obtenido por maceración del bulbo seco y triturado en metanol, 
se realizó la extracción de alcaloides mediante un protocolo basado en el cambio de pH y uso de 
solventes orgánicos. A través, de este proceso empleado se identificaron los alcaloides: licorina, 
11- hidroxivitatina/hamayna, codeína, galantamina, hemantamina en orden de abundancia. En los 
resultados de inhibición enzimática correspondientes al extracto alcaloidal de Eucharis formosa, 
se observó un IC50 = 4,223  ± 0,435, resultado muy cercano al valor de referencia de galantamina 
(IC50 = 0,71 ± 0,02), mostrando una elevada actividad inhibitoria. Para el caso de BuChE, el 
IC50  del extracto de E. formosa tuvo un valor de 129,903 ± 12,636, y en el caso de galantamina 
éste fue de 16,055 ± 1,335. Debido a la destacable actividad inhibitoria del extracto estudiado 
sobre AChE, resulta de gran interés continuar investigando a E. formosa para la búsqueda de 
nuevos tratamientos de la enfermedad de Alzheimer, siendo así recomendable la realización de 
posteriores estudios fitoquímicos, farmacológicos, toxicológicos. 
 
 
Palabras clave: <BIOQUÍMICA>, <FITOQUÍMICA>, <GALANTAMINA>, <EXTRACTO 
ALCALOIDAL>, <BULBO>, <Eucharis formosa>, <AMARYLLIDACEAE>, 
<COLINESTERASA>, < ALZHEIMER (ENFERMEDAD) > 
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1 
INTRODUCCIÓN 
 
 
Una de las causas más reconocidas a nivel mundial para la demencia es la enfermedad de 
Alzheimer ya que se ha demostrado que alrededor del 80% de todos los pacientes con demencia 
son víctimas de esta enfermedad siendo su característica principal la pérdida de memoria, 
conocimiento y acciones cotidianas (Jha et al. 2018, p.1). 
El Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa más común, los factores de riesgos más 
influyentes para desarrollar esta enfermedad son la edad que afecta a los adultos mayores desde 
los 65 años en adelante y los antecedentes familiares. Sin embargo, estudios recientes apuntan 
que la mitad de estos casos están relacionados a factores prevenibles como la hipertensión arterial, 
diabetes, obesidad, tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo y la baja estimulación cognitiva entre 
las más destacadas (Jha et al. 2018, p.7). 
En la actualidad, un caso de enfermedad de Alzheimer se diagnostica a nivel mundial cada 4 
segundos y las previsiones son muy alarmantes ya que de acuerdo a varias investigaciones de la 
Organización Mundial de Salud se prevé que en el año 2050 existan más de 100 millones de 
personas con Alzheimer, con un gasto a nivel mundial de $605 mil millones de dólares  
(Organización Mundial de la Salud, 2019). 
Entre los países con mayor índice de Alzheimer se encuentra Estados Unidos, donde esta 
enfermedad ocupa el sexto lugar entre las causas más destacadas de muerte y en base a una 
encuesta realizada durante el año 2018, aproximadamente se invierten $ 220 mil millones en el 
diagnóstico del Alzheimer. Por otro lado, en España existen más de 1,2 millones de personas con 
esta patología neurológica, siendo así un problema de salud pública para la sociedad en general 
(Jha et al. 2018, p.1). 
Por ello, la Organización Mundial de Salud ha elaborado un plan de acción mundial sobre la 
respuesta de salud pública a la demencia que inició en el año 2017 y se pretende terminarlo en el 
año 2025 con el objetivo de mejorar la calidad de vida de las personas que sufren esta enfermedad, 
facilitando el seguimiento y el intercambio de información sobre las políticas relacionadas con la 
demencia, la prestación de servicios, la epidemiología y la investigación. (Organización Mundial de la 
Salud, 2019). 
Así también, es importante mejorar la calidad de vida de sus cuidadores y de las personas de su 
entorno, y que se creen políticas que tengan en cuenta la igualdad, dignidad y derechos humanos 
de las personas con demencia para que la comunidad en general sea integradora, comprensible y 
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amable y de esta manera evitar la discriminación y estigmatización (Asamblea Nacional de la República 
del Ecuador 2016, pp. 36-50). 
A nivel de Ecuador, entre el 70% y 80% de los casos de demencia son atribuidos a la enfermedad 
de Alzheimer que afecta a la población ecuatoriana mayor de 65 años de edad, cifra que va en 
aumento cada cuatro años hasta alcanzar los 80 y 90 años. Hoy por hoy, se calcula que hay de 80 
mil a 100 mil personas con esta enfermedad; y gracias a la intervención realizada por la fundación 
TASE (Trascender con amor, servicio y excelencia) actualmente el Alzheimer es considerada de 
interés prioritario  (Asamblea Nacional de la República del Ecuador 2016, pp. 36-50). 
En el Código Orgánico de Salud se ha incluido un capítulo sobre enfermedades mentales y los 
derechos que intervienen para las personas que sufren de este tipo de enfermedades, los centros 
de rehabilitación y ayuda en general (Asamblea Nacional de la República del Ecuador 2016, pp. 64-65). 
Muchos pacientes tienen síntomas neuropsiquiátricos en el curso de su disminución cognitiva, y 
no existen tratamientos aprobados aún que puedan ser recomendados para el uso a largo plazo 
para estas condiciones comórbidos importantes, generando así una necesidad urgente para 
mejores alternativas de tratamiento enfocadas al deterioro cognitivo en pacientes con esta 
enfermedad (Rinne et al. 2017, pp. 1-9). 
Los procesos fisiopatológicos descritos para la progresión del Alzheimer, implican las neuronas 
y degeneración de la sinapsis, principalmente caracterizada por deterioro colinérgico, haciendo 
que en esta característica los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChEI) sea la principal clase 
de medicamentos (Coelho et al. 2018, pp. 1-8).; que son donepezil, rivastigmina, galantamina y 
memantina antagonista del receptor N-metil-D-aspartato.  (Rinne et al. 2017, pp. 1-9). 
Dentro de los medicamentos utilizados para el tratamiento de la EA, se utiliza varias especies de 
plantas que producen diversas clases de alcaloides, cumarinas, terpenos y polifenoles, estos han 
sido evaluados por su actividad anti –AChE, convirtiéndose en posibles candidatos para nuevos 
medicamentes anti-EA (Coelho et al. 2018, pp. 1-8). 
Por lo antes expuesto, surge el cuestionamiento de determinar la actividad inhibitoria de 
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides de la planta endémica Eucharis 
formosa, perteneciente a la familia de Amaryllidaceae , esta especie fue escogida para su estudio 
principalmente porque se encuentra  en gran parte de la cuenca occidental del Ecuador y al no ser 
estudiada científicamente se prevé encontrar posibles medicamentos para el tratamiento de la 
enfermedad de Alzheimer.  
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De igual forma este proyecto está enfocado en contribuir al desarrollo de investigaciones que 
permitan mejorar la salud tanto de manera inclusiva e intercultural impulsando el acceso a 
medicamentos y otros sistemas que mejoren la calidad de vida; y de esta forma aportar 
positivamente al tratamiento de esta patología que es una problemática creciente en nuestro país 
cumpliendo así el objetivo 1: Garantizar una vida digna con igualdad de oportunidades para todas 
las personas establecido en el Plan Nacional de Desarrollo del Buen a Vivir (Planificación 2017; pp. 
53-59). 
Finalmente, esta investigación surge de la colaboración de varias universidades entre ellas la 
ESPOCH que forman parte del proyecto CYTED “La Biodiversidad Iberoamericana como Fuente 
de Recursos Naturales para su Exploración Sostenible (BIFRENES)”, siendo su objetivo el 
aprovechamiento de recursos naturales en búsqueda de principios activos para el tratamiento de 
la enfermedad del Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas fortaleciendo la capacidad 
de desarrollo tecnológico mediante la promoción de la investigación científica conjunta.  
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Objetivos de la Investigación 
 
Objetivo General 
 
 Determinar la actividad inhibitoria de la fracción alcaloidal de Eucharis formosa sobre 
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa. 
 
Objetivos Específicos 
 
 Obtener el extracto de alcaloides en bulbos de la especie Eucharis formosa mediante un 
protocolo basado en cambios de pH. 
 
 Identificar los alcaloides presentes en el extracto obtenido del bulbo, mediante cromatografía 
de gases acoplada a espectrometría de masas. 
 
 Determinar la actividad inhibitoria del extracto de alcaloides del bulbo Eucharis formosa 
sobre acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, a través del método colorimétirico del Ellman 
con modificaciones realizadas por Ortiz. 
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CAPÍTULO I 
 
 
1. MARCO TEÓRICO REFERENCIAL 
 
 
1.1  Enfermedad del Alzheimer 
 
1.1.1 Historia 
 
Esta enfermedad existía mucho antes de que el reconocido psiquiatra y neurólogo alemán Alois 
Alzheimer la describiera en el año 1906 a través de un paciente, pero fue gracias a sus estudios 
realizados que la ciencia médica tuvo una mejor percepción de la misma (J.M. i Trullén 2013; pp. 
125-136). 
El caso estudiado por el Doctor Alois Alzheimer mostraba un cuadro clínico muy peculiar que no 
podía ser catalogado en ninguna de las enfermedades conocidas en aquella época y que fue 
observado en el Psiquiátrico de Frankfurt donde se estudió el cerebro de una mujer de 51 años 
(J.M. i Trullén 2013; pp. 125-136). 
La paciente presentaba síntomas como olvido, alucinaciones, repetición o supresión de frases, 
creciente deterioro de la memoria, perplejidad, desorientación espacial y temporal, alaridos, 
capacidad de atención alterada, habla confusa, incomprensión de tareas, reflejos rotulianos 
normales, arterias radiales rígidas, demencia general progresiva; esta enfermedad la sufrió durante 
cuatro años ya que luego falleció (J.M. i Trullén 2013; pp. 125-136). 
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Figura 1-1: Artículo original del primer caso de Alzheimer 
Fuente: (J.M. i Trullén 2013; p.133). 
 
 
En la autopsia se mostró atrofia general y uniforme del cerebro sin focos macroscópicos, los vasos 
cerebrales presentaban cambios arterioescleróticos, de igual forma los reactivos elaborados según 
el método de plata de Bielschowsky, mostraron importantes cambios en las neurofibrillas, en el 
interior de algunas células resaltaron varias fibrillas por su especial espesor y capacidad de 
impregnarse, luego se juntan en densos haces que progresivamente alcanzaron la superficie de la 
célula (Contreras i Hans 2014; pp. 1-5). 
Finalmente, desintegraron el núcleo y la célula, y solamente un ovillo de fibrillas indicó el lugar 
donde previamente existía una neurona. Un gran número de neuronas en las capas superiores 
habían desaparecido totalmente, agregados en toda la corteza de gran abundancia en las capas 
superiores donde se encuentran pequeños focos miliares producidos por una sustancia peculiar en 
la corteza cerebral (Contreras i Hans 2014; pp. 1-5). 
Dado a que la comunidad científica no tomó como relevante la discusión de Alois Alzheimer 
sobre dicha enfermedad luego de varios años Piazza menciona en el año 1911: No se podrá negar 
que el mérito de Alzheimer ha estado sobre todo, no en dar vida a una nueva entidad morbosa, 
sino en separar un grupo de casos que antes eran confundidos con la demencia senil o con una 
mezcla de demencia senil y arteriosclerótica (Contreras i Hans 2014; pp. 1-5). 
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 Figura 2-1: Ovillos neurofibrilares en Auguste D, dibujados por Alzheimer 
 Fuente: (Contreras i Hans 2014; p.3). 
 
 
1.1.2  Definición 
El Alzheimer es una enfermedad neurológica degenerativa con un desarrollo progresivo que suele 
ocultarse en la etapa temprana, cuya fisiopatología es muy compleja y en gran parte desconocida 
(Wang et al. 2018; p. 2061). 
1.1.3  Síntomas 
Las personas con Alzheimer experimentan diferentes síntomas que varían durante un período de 
años y que reflejan el grado de daño a las neuronas en diferentes partes del cerebro. 
Etapa leve.- La mayoría de las personas actúan independientemente en muchas áreas, pero es 
posible que necesiten asistencia, todavía son capaces de trabajar, participar en sus actividades 
favoritas, conducir, etc. (Association 2018; p. 370). 
Etapa moderada.-Para algunas personas es la etapa más larga, ya que estos individuos tiene 
dificultad para realizar tareas rutinarias, confundirse sobre dónde están y vagar, cambios de 
personalidad y comportamiento que incluye desconfianza y agitación (Association 2018; p. 370). 
Etapa severa.-Los pacientes necesitan ayuda con las actividades básicas de la vida diaria tales 
como vivir, vestirse, comer, usar el baño (Association 2018; p. 370). 
Es en esta fase de la enfermedad que los efectos en la salud física del individuo se evidencia ya 
que se presenta daños en áreas del cerebro implicados en el movimiento, es por eso que se quedan 
postrados en cama causando inflamaciones en todo el cuerpo y sepsis; así mismo, en áreas del 
cerebro que controlan la deglución y se vuelve difícil comer y beber, considerándose a éste como 
un síntoma que contribuye a la muerte de muchas personas con Alzheimer (Association 2018; p. 370). 
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1.1.4  Diagnóstico 
No existe una única prueba para el Alzheimer; sin embargo, los médicos en ayuda de especialistas 
como neurólogos y geriatras usan una variedad de enfoques y herramientas para hacer un 
diagnóstico que incluyen los siguientes: (Association 2018; p. 404). 
 Obtener un historial médico y familiar del paciente con el historial psiquiátrico y de cambios 
cognitivos y de comportamiento. 
 
 Solicitar a un familiar cercano información de los cambios en las habilidades de pensamiento 
y comportamiento. 
 
 Serie de pruebas cognitivas y exámenes físicos y neurológicos. 
 
 Someter a la persona a exámenes de sangre y neurológicos. 
 
 Toma de imágenes para descartar otras posibles causas de demencia y observar si tiene niveles 
altos de beta-amiloide. 
 
1.1.5  Factores de Riesgo 
 
1.1.5.1  Edad 
 
La edad de las personas es uno de los factores de riesgo para alcanzar esta enfermedad. Existe 
una prevalencia dramática en el porcentaje gradual en las personas con Alzheimer al aumento de 
su edad: (Association 2018; p. 373). 
a) De 65 a 74 años un 3% de las personas 
b) De 75 a 84 años un 17% de las personas 
c) De 85 años a más un 32% de las personas  
 
Es importante tener en cuenta que el Alzheimer no es una parte normal del envejecimiento, y en 
las personas mayores la edad no es suficiente para causar Alzheimer (Association 2018; p. 373). 
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1.1.5.2  Historia Familiar 
Los antecedentes familiares no son causas suficientes para desarrollar la enfermedad; sin 
embargo, juega un papel fundamental cuando esta enfermedad se desarrolla en familias, herencia 
(genética) ambiental compartida, y factores de estilo de vida como hábitos relacionados a la 
actividad física, alimentación saludable (Frieden, Wang i Ho 2017; p. 5). 
 
1.1.5.3  Gen APOE-e4 
El gen APOE proporciona el modelo para una proteína que transporta el colesterol en el torrente 
sanguíneo. Por lo general, los seres humanos heredan una de las tres formas del gen APOE, e2, 
e3 o e4, de sus progenitores. La estructura e3 es la más común, respecto a la forma e4 es la 
siguiente más común y por último la forma e2 es la menos común, al tener la forma e4 aumenta 
el riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer (Association 2018; p. 373). 
Un reciente análisis incluye 20 artículos publicados que describen la frecuencia de la forma e4 
entre las personas; en los Estados Unidos quienes habían sido diagnosticados con Alzheimer se 
encontró que el 56% tenía una copia del gen APOEe4; y el 11% tenía dos copias de la APOE-e4 
(Association 2018; p. 373). 
Otro estudio encontró que se diagnosticaron a 1770 individuos  que son tratados en 26 centros de 
atención para Alzheimer en Estados Unidos, el 65% tenía al menos una copia del gen APOEe-4 
(Association 2018; p. 373). 
 
1.1.6  Rasgos e impacto de la enfermedad de Alzheimer 
 
La enfermedad tiene como característica principal deterioro de la memoria, afasia, discapacidad 
visual, disfunción, personalidad ejecutiva y cambios de comportamiento; quienes padecen de EA 
no tienen capacidad de autosuficiencia y su enfermedad se convierte en una carga pesada tanto 
para la familia, cuidadores e incluso la sociedad (Association 2018; p. 394). 
El envejecimiento a nivel mundial se encuentra cerca de 900 millones de personas, de los cuales 
47 millones de personas padecen de EA, estimando una cifra para el año 2050 de 131.5 millones, 
es por esta razón que las organizaciones de EA deben unir esfuerzos para frenar las disfunciones 
cognitivas progresivas y mejorar la calidad de vida (Association 2018; p. 381). 
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1.1.7  Acetilcolina y la Enfermedad de Alzheimer 
 
El deterioro de las neuronas resulta en la disminución de los niveles del neurotransmisor 
acetilcolina que altera la transmisión colinérgica y lleva a cabo la disminución de la función 
cognitiva en los pacientes, la inhibición de acetilcolinesterasa incide en la acetilcolina lo que 
permite elevar su velocidad en el  cerebro y mejorar la neurotransmisión (Gali i Bedjou 2018; pp. 1-
7). 
1.1.8  Hipótesis más influyentes sobre el origen de la Enfermedad de Alzheimer 
1.1.8.1  Cascada amiloide  
Todavía existe controversias significativas en cuanto a si la hipótesis de la cascada amiloide 
explica la patología de la enfermedad de Alzheimer caracterizada por la acumulación de Aβ en el 
cerebro, conduciendo a cambios en el metabolismo tau, lo que conlleva a la deposición de enredos 
neurofibrilares que son una pérdida neuronal observada en esta enfermedad (Julien et al. 2018; p.1). 
1.1.8.2  Péptido β-amiloide (Aβ) (39-43 residuos de aminoácidos) 
Según esta hipótesis, la EA empieza con una modificación en el metabolismo de la proteína 
precursora del amiloide (APP), aumentando la producción de β- Amiloide, seguido del depósito 
de este metabolito en el espacio extracelular cerebral; teniendo como resultado que la proteína tau 
se hiperfosforila y forme ovillos neurofibrilares acumulándose en el interior de las neuronas para 
así destruirlas (Merino, Sendin i Osorio 2015; pp. 4306-4315). 
Es importante mencionar que esta hipótesis es bastante sustentable por la presencia de mutaciones 
genéticas asociadas al origen de Aβ  y su desmedida acumulación en el espacio extracelular 
cerebral (Merino, Sendin i Osorio 2015; pp. 4306-4315). 
Es comúnmente aceptada como un papel fundamental en la patogénesis de la enfermedad de 
Alzheimer, los depósitos de Aβ, predominantemente Aβ 1-40  y Aβ 1-42 forman insolubles placas 
seniles en el cerebro y desmarcan las áreas de daño neural, tras esta agregación el Aβ se vuelve 
tóxico para las células (Lobbens et al. 2017; p.4). 
La naturaleza precisa de la forma Aβ  no ha sido establecida plenamente, pero recientemente la 
toxicidad se ha relacionado con formas tempranas de agregados peptídicos llamados ADDLs 
(Ligandos difusibles a derivados de Aβ), protofibrillas u oligomeros solubles (Lobbens et al. 2017; 
p.4). 
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Nuevos estudios indican que las concentraciones muy bajas de oligómeros Aβ solubles producen 
cambios neurofisiológicos como una potencial causa de disfunción sináptica que conduce al 
deterioro cognitivo y pérdida la memoria asociada a la EA (Lobbens et al. 2017; pp. 1-38). 
1.1.8.3  Proteínas TAU 
La hipótesis de las proteínas tau se enfocan en la aparición de ovillos neurofibrilares formados 
por la proteína tau fibrilada, que serían responsables de la neurodegeneración en individuos con  
enfermedad de Alzheimer (Lobbens et al. 2017; p.4). 
Los inhibidores de las tau quinasas potenciadores de las difosfatasas específicamente de la 
fosfoproteína fosfatasa 2ª (PP2a), son los principales mecanismos para la disminución de la 
proteína tau observada en la EA (Gong et al. 2006; p. 4). 
1.1.8.4  Proteínas Anudadas  
Como hipótesis se han descubierto una creciente variedad de nudos en las proteínas, alrededor 
del uno por cierto de las entradas del Banco de Datos de proteínas tienen nudos. Algunas de estas 
proteínas anudadas propician un papel importante en la bioquímica humana (Jackson, Suma i 
Micheletti 2017; pp. 6-14). 
Por ejemplo, la isoforma 1 de la hidrolasa del terminal C de la ubiquitina humana (UCH-L1) 
designada como 52, representa hasta el cinco por ciento de las proteínas solubles en las neuronas, 
existiendo varios estudios centrados en la UCH-L1, como molécula no anudada asociada a 
enfermedades neurodegenerativas (Jackson, Suma i Micheletti 2017; pp. 6-14). 
Siendo importante mencionar que la ubiquitina UBC13 como componente de una nueva red de 
señalización de ubiquitina citoplásmica suprime la formación de sinapsis en el cerebro del 
mamífero como hipótesis para la enfermedad de Alzheimer (Valnegri et al. 2017; pp. 1-15). 
 
1.1.8.5  Hipótesis por Porphyromonas gingivalis 
Así también, se ha detectado lipopolisacárido de Porphyromonas gingivalis en cerebros con la 
Enfermedad de Alzheimer, promoviendo la hipótesis de que la infección por P. gingivalis en el 
cerebro desempeña un papel en la patogénesis de la EA (Dominy et al. 2019; pp. 1-22). 
Las proteasas tóxicas de la bacteria llamada gingipainas también se identificaron en el cerebro de 
los pacientes con Alzheimer, y los niveles se correlacionan con la patología tau y ubiquitina 
(Dominy et al. 2019; pp. 1-22). La infección oral por P. gingivalis en ratones produjo colonización 
cerebral y aumento de la producción de Aβ1-42, un componente de las placas amiloides. Además, 
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las gingipainas  fueron neurotóxicas produciendo efectos perjudiciales sobre la tau, (proteína 
necesaria sobre la función neuronal normal). (Dominy et al. 2019; pp. 1-22). 
 La inhibición reduce la carga de infección cerebral por P. gingivalis bloqueando la producción 
de  Aβ1-42, reduciendo la neuroinflamación y rescatando neuronas del hipocampo (Dominy et al. 
2019; pp. 1-22). 
 
1.1.9  Cambios cerebrales asociados al Alzheimer 
 
En el cerebro sano de una persona adulta podemos encontrar alrededor de 100 mil millones de 
neuronas, cada una de ellas con extensiones de largas ramificaciones, estas extensiones permiten 
que las neuronas formen conexiones con otras (sinapsis) (Association 2018; p. 370).  
La información fluye en ráfagas de sustancias químicas liberadas por una neurona y detectadas 
por una neurona receptora, el cerebro contiene alrededor de 100 trillones de sinapsis permitiendo 
que las señales viajen rápidamente a través de los circuitos neuronales del cerebro, creando la 
base celular de los recuerdos, pensamientos, emociones, movimientos y habilidades (Association 
2018; p. 370). 
La acumulación del fragmento de proteína beta-amiloide (llamadas placas beta- amiloides)  fuera 
de las neuronas y la acumulación de una forma anormal de la proteína tau( llamada tau enredos) 
dentro de las neuronas son dos de varios cambios cerebrales asociados con la enfermedad de 
Alzheimer. (Association 2018; p. 373). 
Las placas beta- amiloide son contribuyentes a la muerte celular al interferir con la comunicación 
de neurona a neurona en la sinapsis, mientras que tau enredos bloquean el transporte de nutrientes 
y otras moléculas esenciales dentro de las neuronas (Association 2018; p. 370). 
Como la cantidad de beta-amiloide aumenta, se alcanza un punto de inflexión en el que tau 
anormal se propaga por todo el cerebro, otros cambios que se presentan en el cerebro son la 
inflamación y la atrofia, la presencia de proteínas beta- amiloides y tau tóxicas activan las células 
del sistema inmunitario en el cerebro llamadas microglía, ésta  intenta eliminar las proteínas 
tóxicas, así como residuos de células muertas (Association 2018; p. 371). 
1.1.10  Tratamiento 
1.1.10.1  Tratamiento Farmacológico 
Al abordar este tema, es necesario destacar que el diseño de los medicamentos es una herramienta 
vital en el campo de la química médica ya que los nuevos compuestos se sintetizan a través de la 
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manipulación molecular o química, todo esto con el fin de producir compuestos altamente activos 
con un mínimo efecto estérico, de igual forma las moléculas en el sitio de unión del receptor y 
estimación son parte vital en el diseño de fármacos basados en la estructura. (Kuppusamy, George i 
Arumugam 2016; pp. 1-16). 
El Alzheimer se caracteriza por el bajo nivel de neurotransmisores acetilcolina, neuroinflamación 
y estrés oxidativo en la corriente cerebral, es por eso que las metodologías de tratamiento eficaces 
están fundamentadas principalmente en el aumento de la función colinérgica del cerebro a través 
de la estimulación de los receptores colinérgicos y de esta forma mejorar el nivel de acetilcolina 
(AChE), evitando así la descomposición por colinesterasa, enzimas y agentes antiinflamatorios 
(Kuppusamy, George i Arumugam 2016; pp. 1-16). 
Ninguno de los tratamientos farmacológicos (medicamentos) que se encuentran hoy disponibles 
para la enfermedad de Alzheimer, retrasan o detienen el daño y destrucción de las neuronas 
causadas por esta enfermedad haciendo que sus síntomas sean letales. LA FDA ha aprobado seis 
medicamentos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer: rivastigmina, galantamina, 
donepezilo, memantina, memantina combinada con donepezilo  y tacrina (Kuppusamy, George i 
Arumugam 2016; pp. 1-16). 
Estos medicamentos mejoran temporalmente los síntomas al aumentar la cantidad de 
neurotransmisores en el cerebro. La efectividad de estos medicamentos varía de persona en 
persona y tiene una duración limitada (Kuppusamy, George i Arumugam 2016; pp. 1-16). 
 
1.1.10.2  Clasificación de medicamentos 
 
Entre los principales fármacos que se han investigado y  utilizado para el tratamiento de la EA, 
son fármacos de denominación Aprobados, según estándares de la Food and Drug Administration 
(FDA) de los Estados Unidos, ésta se caracteriza por el uso en casos leves a moderados de los 
Inhibidores de la Colinesterasa y de igual forma el uso de antagonista del receptor ácido- N- metil-
D- aspartato (NMDA) de glutamato en casos de moderado a severo, según se describe en la figura 
(Sabbagh 2009; pp. 167-185). 
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Figura 3-1: Medicamentos según su clasificación 
Fuente: (Sanabria-Castro, Alvarado-Echeverría i Monge-Bonilla 2016; p.4) 
 
La terapéutica de estos días para la enfermedad de Alzheimer es catalogada por muchos expertos 
como una medida atenuante porque su función principal es disminuir síntomas como la pérdida 
de memoria y agitación; siendo un avance que favorece en corta medida al mejoramiento de la 
calidad de vida del individuo, pero no existe fármaco alguno que aumente la síntesis (Sabbagh 2009; 
pp. 167-185). 
 
1.1.10.3 Terapia no farmacológica  
Las terapias no farmacológicas son aquellas en las que no existe la implicación de medicación, 
siendo a menudo usadas con el objetivo de mantener o mejorar la función de la capacidad 
cognitiva, capacidades para realizar actividades de la vida diaria o calidad de vida en general 
(Sanabria-Castro, Alvarado-Echeverría i Monge-Bonilla 2016; pp. 1-17). 
También, se pueden utilizar con el objetivo de reducir los síntomas de comportamiento, como la 
depresión, apatía, trastorno del sueño, agitación, agresión, etc. Los ejemplos de este tipo de terapia 
incluyen entrenamiento de memoria computarizada, escuchar su música favorita como una forma 
de remover el recuerdo e incorporar una iluminación especial para disminuir los trastornos del 
sueño (Sanabria-Castro, Alvarado-Echeverría i Monge-Bonilla 2016; pp. 1-17). 
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1.1.11  Viviendo con Alzheimer 
Respecto a las decisiones específicas que se presentan en la trayectoria de la enfermedad de 
Alzheimer  existe una investigación limitada a pesar de la prevalencia de esta enfermedad  (Truglio-
londrigan i Slyer 2018; p. 1). 
Se debe ser estricto en el cumplimiento de los consejos médicos especialmente cuando se indica 
que hay que cuidar los niveles de glucemia, colesterol, presión arterial, entre otros, por esto es 
importante el desarrollo de  hábitos saludables como el ejercicio (Association 2018; p. 375). 
Varios estudios demuestran que hay un importante impacto en la prevención del Alzheimer, 
también es fundamental garantizar actividades que estimulen la memoria aprendizaje lenguaje, 
esto ayudará y mejorará las prevenciones y será un buen soporte para quienes padecen Alzheimer; 
además, se debe recordar que aún no hay una cura para esta enfermedad, pero si es posible reducir 
su incidencia con los chequeos médicos oportunos y la guía profesional  (Association 2018; p. 375). 
A pesar de la falta de terapias que retrasen o detengan la enfermedad de Alzheimer, diferentes 
estudios han demostrado que el manejo activo de esta enfermedad puede mejorar la calidad de 
vida de las personas afectadas y sus cuidadores, la gestión activa incluye: (Association 2018; p. 375). 
 Uso adecuado de las opciones de tratamiento disponible 
 Gestión eficaz de las condiciones de coexistencia  
 Coordinación de cuidados entre médicos, y otros sanitarios 
 Cuidados profesionales y  familiares 
 Participación en actividades que sean significativas y que traigan propósito para la vida 
de uno  
 Tener oportunidades para conectarse con otras personas que viven con esta enfermedad 
grupos de apoyo y servicios de apoyo 
 Educarse sobre la enfermedad  
 Planificación para el futuro 
1.2  Colinesterasas 
Las neuronas colinérgicas se encuentran mayormente en regiones relacionadas con la memoria y 
aprendizaje, extendiéndose desde el cerebro anterior basal y el hipocampo. Al inhibir la 
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acetilcolinesterasa (AChE) que es la enzima que cataliza la descomposición de acetilcolina (ACh), 
los niveles de este neurotransmisor pueden aumentar y mejorar así las funciones de memoria y 
aprendizaje (Kuppusamy, George i Arumugam 2016; p. 4). 
Los flavonoides, alcaloides y compuestos relacionados son un grupo de productos naturales que 
promueven diversas actividades biológicas y farmacológicas como antibacteriano, antiviral, 
antioxidante, antiinflamatorio, antialérgico,  hepatoprotector, antitrombótico, antiviral y efectos 
antimutagénicos e inhibiendo varias enzimas (Kuppusamy, George i Arumugam 2016; p. 4). 
1.2.1  Inhibidores de Colinesterasa  
Hay dos formas principales de colinesterasas en los tejidos animales, la acetilcolinesterasa 
(AChE) y Butirilcolinesterasa (BuChE) (Kuppusamy, George i Arumugam 2016; p. 4). 
1.2.1.1  AChE 
Se la conoce como colinesterasa específica  ya que presenta una especificidad a la acetilcolina, es 
el principal neurotransmisor que se ubica en todos los ganglios autónomos, órganos inervados, 
uniones neuromuscular y en varias sinapsis del sistema nervioso central. En este último la AChE 
es predominante en las interneuronas y en algunas vías vitales colinérgicas de axón largo. La 
enzima AChE hidroliza el enlace éster de la acetilcolina descomponiéndola en colina y éster 
(Cheng et al. 2019; pp. 277-288). 
Es 10 veces más activa y representa casi el 80% de la hidrolisis de acetilcolina en el cerebro, es 
importante indicar que la actividad de AChE es mayor en las neuronas motoras que en las  
sensoriales (Cheng et al. 2019; pp. 277-288). 
1.2.1.2  BuChE 
Conocida como colinesterasa plasmática o butirilcolinesterasa rica en células gliales, se encuentra 
principalmente en el hígado; BuChE actúa principalmente hidrolizando la butirilcolina más rápido 
que AChE. (Cheng et al. 2019; pp. 277-288). 
Durante muchos años su papel fue subestimada y recientemente considerada como un objetivo 
terapéutico importante para la EA; estudios indican que el nivel de actividad de BuChE se ve 
aumentado con la  progresión de la enfermedad de Alzheimer, mientras que la actividad de AChE 
disminuye (Cheng et al. 2019; pp. 277-288). 
Pruebas realizadas apoyan la idea de que BuChE compensa la función de AChE por lo que 
contribuye a mejorar un déficit colinérgico, y la inhibición dual de AChE/BuChE representa una 
estrategia de tratamiento esperanzador para esta enfermedad (Cheng et al. 2019; pp. 277-288). 
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1.2.2.  Neurotransmisión colinérgica  
 
   Figura 4-1: Neurotransmisión Colinérgica 
                     Fuente: Adaptado del banco de imágenes de LundbeckInstitute, 2016. 
 
La acetilcolina (ACh) se libera del nervio a la hendidura sináptica y se une a los receptores de 
acetilcolina, tales como los muscarínicos  y nicotínicos en la membrana postsináptica, para de 
esta forma transmitir la señal del nervio (Kuppusamy, George i Arumugam 2016; p. 4). 
Acetilcolinesterasa (AChE), también ubicada en la membrana postsináptica, termina la 
transmisión de la señal hidrolizando ACh  (Kuppusamy, George i Arumugam 2016: p. 4). 
Los posibles blancos moleculares para mejorar la neurotransmisión colinérgica utilizados para el 
tratamiento del Alzheimer son: 
 ACh: acetilcolina. 
 
 CoA: Coenzima A. 
 
 Receptor M1: receptor muscarínico de acetilcolina subtipo M1. 
 
 Receptor M2: receptor muscarínico de acetilcolina subtipo M2. 
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 AChE: Enzima acetilcolinesterasa. 
 
 Receptor N: receptor nicotínico de acetilcolina. 
La protección de los receptores M1 a nivel cortical en individuos con Alzheimer, sigue siendo un 
aspecto fundamental que contribuye significativamente a la mejora del tratamiento de la EA (Fisher 
2008; pp. 433-442). 
Sin embargo, la eficacia de los receptores M1 llamados de primera generación han sido de baja 
biodisponibilidad oral así como también de una corta duración de acción, un estrecho margen 
terapéutico y alto índice de efectos secundarios (Fisher 2008; pp. 433-442). 
1.3  Familia Amaryllidaceae  
 
1.3.1  Características 
La familia Amaryllidaceae se disemina en todo el mundo principalmente en Sudamérica, la 
cuenca mediterránea y Sudáfrica. Se componen de 75 géneros y 1100 especies, comúnmente 
referidas como Amarilis. (Vergura et al. 2018; pp. 78- 84). 
Las plantas de la familia Amaryllidaceae han sido utilizadas durante miles de años en la medicina 
herbal tradicional. La evidencia más temprana de su aplicación terapéutica fue descubierta en el 
siglo IV A. C., cuando Hipócrates de Cos usó el aceite del  Narcissus Poeticusl (Amaryllidaceae), 
para el tratamiento de los tumores uterinos (Vergura et al. 2018; pp. 78- 84). 
Los alcaloides de Amaryllidaceae que han sido aislados de todos los géneros que conforman esta 
familia, son de tipo isoquinolina y en la mayoría de los casos no se han identificado en ninguna 
otra familia vegetal (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010; Acosta, 2014). 
Desde el aislamiento del primer alcaloide de Amaryllidaceae, licorina (Lycoris) en 1887, más de 
500 alcaloides de Amaryllidaceae se caracterizan por tener alcaloides, dotados de una amplia 
gama de bioactividades, tales como: anticancerígena, antiviral, antibacteriana, antifúngica, 
antipalúdica, analgésica, citotóxica e inhibitoria de colinesterasa (Vergura et al. 2018; pp. 78- 84). 
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1.3.2  Tipos de estructuras conocidas de la familia Amaryllidaceae 
 
 
Figura 5-1: Estructura de los 9 tipos de alcaloides de Amaryllidaceae, con la numeración 
propuesta por Ghosal et al (1985)  
Fuente: (Acosta et al. 2014;p. 179). 
 
1.4  Galantamina 
El alcaloide más importante de Amaryllidaceae es la galantamina, por primera vez su estructura 
fue aislada a partir de la planta Galanthus woronowii en 1950, y fue autorizada por la FDA para 
el tratamiento paliativo de la enfermedad de Alzheimer en el año 2001(Tallini 2018; p. 5). 
Es importante mencionar que se sigue utilizando el producto natural para sus formas 
farmacéuticas siendo así que la demanda ha surgido provocando interés en buscar nuevas especies 
productoras de galantamina (Tallini 2018; p. 5).  
En plantas de diversos géneros de la familia Amaryllidaceae se han descrito la presencia de 
galantamina, incluyendo Lycoris, Haemanthus, Hippeastrum, Hymenocallis, Narcissus, y 
Leocojum (Tallini 2018; p. 6)  
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Los procesos fisiopatológicos descritos para la progresión de la enfermedad de Alzheimer 
implican degeneración de la sinapsis neuronal, principalmente caracterizado por el deterioro 
colinérgico. Por tal característica, los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) son de las 
principales clases de medicamentos prescritos (Coelho et al. 2018; pp. 1-14). 
En la actualidad se utiliza como tratamiento para la enfermedad de Alzheimer la galantamina 
como única sustancia natural, sin embargo existen varias especies de plantas que producen 
diversas clases de alcaloides, cumarinas, terpenos, polifenoles, que han sido evaluados por su 
actividad anti-AChE, convirtiéndose en posibles candidatos de medicamentos para EA (Coelho et 
al. 2018; pp. 1-14). 
 
1.5  Eucharis 
Es un género de plantas bulbosas que se caracteriza por tener hojas amplias de 20 a 55 cm de 
largo por 10 a 20 cm de ancho, pecioladas; los bulbos son de 2 a 6cm de diámetro además 
presentan flores actinomorfas, hermafroditas blancas y muy vistosas, similares a las flores del 
Narcissus (Meerow i Dehgan 1988; pp. 1857- 1870) 
1.5.1  Variación de especies de Eucharis 
 
Figura 6-1: Eucharis copas estaminales: E.candida (A), E.formosa(B), E.bouchei(C), E.ulei(D). 
Fuente: (Meerow i Missouri Botanical 1989; pp. 136-220). 
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1.5.2  Ecología 
La mayoría de las especies de Eucharis se caracterizan por una distribución neotropical, 
distribuida desde Panamá hasta Bolivia ubicada en los bosques de las selvas lluviosas, además en 
la cuenca amazónica occidental del Ecuador incluyendo los ríos Napo, Pastaza y Huallaga, de 
igual forma en las laderas adyacentes más bajas de la cordillera oriental de los Andes (Meerow i 
Missouri Botanical 1989; pp. 136-220). 
1.5.3  Etimología  
Los británicos Jules Emile Planchon y Jean Jules Linden en el año 1853 difunden a esta especie 
plantar con el nombre de Eucharis, mismo que proviene del griego ¨eu¨ qué significa verdadero 
y ¨kharis¨ que significa gracia, en alusión a la hermosura de sus flores (Meerow i Missouri Botanical 
1989; pp. 136-220). 
1.5.4  Especies 
Eucharis está conforma por 19 especies que se detallan a continuación en la siguiente tabla: 
Tabla 2-1: Especies de Eucharis 
N° ESPECIE INVESTIGADOR UBICACIÓN GEOGRÁFICA 
1 Eucharis amazónica linden J. Gén. Hort Norte del Perú y Ecuador y en otros 
muchos lugares del mundo 
 2  Eucharis astrophiala  
(Ravenna) 
Ravenna Centro y Norte de Ecuador 
 3  Eucharis bakeriana N.E.Brown Perú 
4 Eucharis bonplandii Traub, Pl. Life Oeste de Colombia 
5 Eucharis bounchei Woodson y P. Allen América Central 
 6  Eucharis candida Planch y Linden Sudeste de Colombia y Norte de Perú 
 7  Eucharis castelnaeana J.F. Macbr Oeste de América del Sur y norte de 
Brasil 
 8  Eucharis caucana  Meerow, Ann Oeste de Colombia 
9 Eucharis corynandra Ravenna Perú 
 10  Eucharis cyaneosperma Meerow, Sida Perú, Bolivia y norte de Brasil 
 11  Eucharis formosa  Meerow, Sida Oeste de América del Sur 
 12  Eucharis grandiflora Planch y Linden Oeste de Colombia, oeste de Ecuador, y 
muchos otros lugares del mundo 
 13  Eucharis lehmanni Regel,  Gartenflora Colombia (Cauca) 
14 Eucharis moorei Meerow, Sida Ecuador y norte del Perú 
 15  Eucharis oxyandra Ravenna Perú 
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16 Eucharis plicata Meerow, Brittonia Del Perú a Bolivia 
 17  Eucharis plicata Meerow, Ann Del Perú a Bolivia 
 18  Eucharis sanderi Baker, BotMag Oeste de Colombia 
 19  Eucharis ulei Kraenzl, Bot Oeste de América del Sur y norte de 
Brasil 
Fuente: (Missouri Botanical Garden, 1989) 
Elaborado por: Raúl Chamorro, 2019 
 
 
 
 
Figura 7-1: Distribuciones de Eucharis, Caliphuria, y Urceolina en Sudamérica 
Fuente: (Meerow i Missouri Botanical 1989; pp. 136-220). 
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1.6  Eucharis formosa  
Eucharis formosa Meerow es una especie de la familia Amaryllidaceae, comúnmente conocida 
como cebolla de la selva, sacha cebolla. Se usa tradicionalmente como cataplasma de los bulbos 
para el tratamiento de los tumores. (Meerow i Missouri Botanical 1989; pp. 136-220). 
Se encuentra distribuida en lugares que poseen  tierra rica, en suelo húmedo y seco bosque 
premontano y montañoso de la selva principalmente en las provincias de Napo, Pastaza, 
Sucumbíos y región amazónica ecuatoriana  (Fig 9-1); menos frecuente en la amazonia de Perú  
área norcentral  (ceja de la selva)  y en Colombia cerca de Popayan  a 100- 1800 m  (Fig 6-1). 
Comúnmente su floración  transcurre desde Enero a Marzo, emitiendo un templado y 
desagradable olor agrio (Meerow i Missouri Botanical 1989; pp. 136-220). 
. 
 
 
  Figura 8-1: Eucharis formosa recolectada en la provincia de Sucumbíos-Cantón     
 Shushufindi 
                  Fuente: Lic. Karen Acosta, M. Sc, 2019. 
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Figura 9-1: Eucharis candida (cuadrado) y Eucharis formosa en (circulo) en el Ecuador 
Fuente: (Meerow i Missouri Botanical 1989; pp. 136-220). 
 
1.7  ºMétodo de Ellman y colaboradores  
La determinación de actividad inhibitoria de colinesterasas se realizó bajo la metodología 
establecida por Ellman et al. (1961), modificado por Ortiz et al (2016). 
El ensayo se llevó a cabo en microplaca de acuerdo al método de Ellman y col., 
1961 modificado (Ortiz y col., 2016). Se adicionó 50 µL de AChE o BuChE disueltas en buffer 
(8 mM K2HPO4, 2.3 mM NaH2PO4, 0.15 M NaCl, pH 7.6) y 50 µL de la muestra disuelta en el 
mismo buffer. Se incubó la placa a 24 ºC durante 30 min y se agregó 100 μL de solución sustrato 
(acetiltiocolina o butiriltiocolina, 0.1 M Na2HPO4, 0.5 M DTNB, y 0.6 mM ATCI en Millipore 
water, pH 7.5). Luego de 5 min, la absorbancia fue leída en un lector de micro placas Thermo 
Scientific Multiskan FC a 405 nm. La actividad inhibitoria enzimática fue expresada como la 
concentración a la cual se inhibe el 50% de la actividad enzimática (IC50), se compararon los datos 
de lectura de las muestras con la lectura de la enzima en buffer sin inhibidor. Los datos de 
inhibición enzimática fueron analizados con el software Microsoft Excel. Las concentraciones de 
las muestras evaluadas se expresaron como μg/mL para los extractos y como μM en el caso de 
compuestos puros. Los valores calculados de IC50 cuyo valor se encontró por encima de 200 
25 
μg/mL para extractos y por encima de 200 μM para compuestos puros, se consideraron inactivos. 
Las muestras se evaluaron por triplicado, en tres ensayos independientes y se calculó la desviación 
estándar 
Las enzimas utilizadas fueron AChE de la anguila eléctrica Electrophorus electricus, , C3389 y 
BuChE de suero equino (C7512), mientras que los sustratos utilizados en cada caso fueron ioduro 
de acetiltiocolina (A5751) y ioduro de butiriltiocolina (20820). Para generar la reacción de color 
se utilizó ácido ditionitrobenzoico (DTNB, D-8130) todos adquiridos a la empresa Sigma-
Aldrich. 
Es un método fotométrico cuya función principal es determinar la actividad de acetilcolinesterasa 
con un proceso sencillo y rápido que se mide siguiendo el aumento del color amarillo producido 
por la aparición de tiocolina  (Ellman et al. 1961; pp. 88-95).  
La tiocolina reacciona con el ácido 5,5- ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) que funciona como 
cromóforo desarrollando el compuesto amarillo mencionado anteriormente y que se puede medir 
espectrofotométricamente, basándose en el acoplamiento de estas reacciones  (Ellman et al. 1961; pp. 
88-95).  
 
Figura 10-1: Reacción enzimática del método de Ellman para la actividad inhibitoria 
Fuente: (Ellman et al. 1961; pp. 88-95) 
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1.8  Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de masas (CG-EM) en el 
estudio de alcaloides de Amaryllidaceae. 
La técnica de cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas es de gran importancia 
para el estudio químico de los alcaloides de Amaryllidaceae, ya que esta herramienta genera una 
identificación inmediata de compuestos conocidos y la elucidación estructural descrita en los 
productos aislados por primera vez (Bastida, Lavilla i Viladomat 2006). 
Estudios de CG-EM de extractos de especies de la familia Amaryllidaceae manifiestan que éstas 
poseen alcaloides en cantidades variadas. Las plantas procesan una mezcla de alcaloides entre 
una pequeña cantidad de alcaloides mayoritarios y una gran cantidad de alcaloides minoritarios, 
resultado de la diferencia del nivel de expresión genética de las enzimas implicadas en los 
procesos de biosíntesis y la especificidad del sustrato (Bastida, Lavilla i Viladomat 2006). 
1.9  Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de masas (CG-EM) 
La cromatografía de gases es conocida como una herramienta analítica empleada para aislar 
mezclas de compuestos volátiles a través de una columna como fase estacionaria y, como fase 
móvil un gas inerte, tomando en cuenta que la temperatura es una variable importante en el 
proceso; las moléculas capaces de ser vaporizadas sin experimentar alteración son aptas para este 
análisis (Bastida et al. 2011;pp. 115-130). 
El espectrómetro de masas es un instrumento que mide la relación existente entre la masa y carga 
de iones en la fase gaseosa, otorgando información sobre la riqueza de cada especie iónica, 
acoplada como detector de compuestos obtenidos (Bastida et al. 2011;pp. 115-130). 
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CAPÍTULO II 
 
 
2. MARCO METODOLÓGICO 
 
 
2.1  Tipo y diseño de investigación 
La propuesta de esta investigación es de tipo y diseño experimental basada en el análisis de la 
actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del extracto alcaloidal de la 
especie vegetal Eucharis formosa. 
 
2.1.1  Muestra de análisis 
 
Extracto alcaloidal de Eucharis Formosa 
 
2.1.2 Población de la muestra de Estudio 
Bulbos de Eucharis formosa, especie perteneciente a la familia Amaryllidaceae 
 
2.2  Lugar de investigación 
Esta investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de 
Ciencias, de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (Riobamba-Ecuador). Además, los 
análisis de cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas se realizaron en la Facultad 
de Farmacia y Ciencias de la Alimentación de la Universidad de Barcelona (España). 
 
2.3  Lugar de recolección de la especie vegetal. 
La recolección de la especie vegetal Eucharis formosa, tuvo lugar en el cantón Shushufindi, 
Recinto el Mirador, kilómetro 5 vía a Nueva Loja,  Provincia de Sucumbíos, Ecuador. 
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2.4  Identificación Botánica 
Eucharis formosa fue identificada por la Dra. Nora Oleas, botánica responsable del Herbario de 
la Universidad Tecnológica Indoamérica (Quito-Ecuador). 
 
Los bulbos de la especie Eucharis formosa fueron recolectados bajo el Contrato Marco de Acceso 
a Recursos Genéticos No. MAE-DNB-CM-2015-0054 dentro del Proyecto “La Biodiversidad de 
Amaryllidaceae como fuente de recursos naturales para su explotación sostenible”. Además, se 
gestionó el permiso de movilización otorgado por la correspondiente Dirección Provincial de 
Sucumbíos bajo Nro.MAE-DPAS-FAU-2018-041, para la movilización de especímenes de flora 
desde el lugar de recolección hasta las instalaciones de la Universidad Tecnológica Indoamérica 
en Quito y hacia la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en Riobamba. 
 
2.5  Materiales, equipos y reactivos. 
 
2.5.1  Materiales 
Tabla 1-2: Materiales necesarios para la preparación de reactivos 
Procedimiento Cantidad Material 
Preparación de reactivos 
2 Pipeta graduada de 1 mL 
1 Pipeta graduada de 5 mL 
1 Pipeta volumétrica de 10 mL  
1 Probeta de 100 mL 
6 Frascos ámbar de vidrio 500 mL 
1 Frascos ámbar de vidrio 1000 mL 
3 Frascos plásticos tipo viales 5 mL 
2 Balón de aforo de 100 mL 
2 Balón de aforo de 1 L 
1 Espátula  
1 Microespátula 
1 Matraz 1000 mL 
   Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
Tabla 2-2: Materiales necesarios para la extracción de alcaloides 
Procedimiento Cantidad Material 
Extracción de alcaloides 
1 Balón para rotavapor 250 mL 
1 Balón para rotavapor 1000 mL 
1 Desecador 
1 Embudo de separación de 500 mL 
1 Frascos ámbar de vidrio 1000 mL 
1 Probeta de 100 mL 
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1 Probeta de 1000Ml 
1 Vaso de precipitación de 250 ml 
1 Vaso de precipitación de 500 mL 
1 Papel Filtro 
1 Frasco plástico tipo vial  
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
 
Tabla 3-2: Materiales necesarios para cada procedimiento 
Procedimiento Cantidad Material 
Evaluación de actividad 
inhibitoria presente en las enzimas 
AChE y   BuChE 
8 Bloques de hielo reutilizable  
1 Caja térmica de poliestireno 
expandida 4 L 
1 Caja térmica de poliestireno 
expandida 19 L 
1 Dispensador de líquido para pipeta 
multicanal 
5 Caja porta tubos  
1 Tubos eppendorff para 
microcentrífuga de 0.5 mL. 
1 Tubos eppendorf para 
microcentrífuga de 1.5 mL 
2 Tubos plásticos graduados con 
tapón rosca de 35 mL. 
1 Microplaca de 96 pocillos  
2 Rollo de toalla de papel  
1 Piseta 
2 Rollo de papel aluminio 
1000 Puntas azules para micropipeta 
2000 Puntas amarillas para micropipeta 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
2.5.2  Equipos. 
 
Tabla 4-2: Equipos utilizados para la investigación según sus procesos. 
Equipo Procedimiento 
Estufa de secado RedLineByBinder Secado de especie vegetal  
Balanza Analítica HDM, OHAUS Pesaje en varios procesos  
Molino H.Thomas C.O. Reducción de tamaño de especie vegetal seca 
Agitador magnético Mezcla de reactivos 
Sorbona Obtención del extracto alcaloidal 
Refrigerador  Conservación y mantenimiento de reactivos, enzimas, 
extracto alcaloidal de especie vegetal. 
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Congelador -14 ºC  
Congelador -20 ºC  
pHmetro Fisher Scientific Regulación de pH en la preparación de reactivos 
Rotavapor Heating Bath B-300 Base Concentración de extracto alcaloidal  
Sonicador  Obtención de extracto crudo 
Baño de ultrasonido Branson 3510 Desplazamiento de reacciones en homogeneidad 
Cromatógrafo de gases acoplado a Espectrómetro de 
masas 
Identificación de alcaloides 
Lector de Microplacas thermoScientific  
Microcentrífuga para tubos eppendorff  
Computador Determinación de la actividad inhibitoria  
Cronómetro  
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
2.5.3  Reactivos 
 
Tabla 5-2: Reactivos utilizados para la investigación según sus procesos. 
Reactivo Ensayo 
Agua Desionizada   
Agua Bidestilada Preparación de reactivos y Lavado de materiales 
utilizados  
Agua grado farmacéutico  
Metanol CH3OH Obtención del extracto crudo. 
Ácido Sulfúrico H2SO4 Obtención del extracto alcaloidal. 
Éter etílico (C2H5)2º  
Acetato de etilo C4H8O2  
Hidroxilo de amonio NH4OH  
Sulfato de Sodio anhidro Na2SO4  
Goma arábiga  Obtención del extracto alcaloidal 
Fosfato dipotásico K2HPO4 Determinación de la actividad inhibitoria de las enzimas 
colinesterasas. 
Bifosfato de sodio NaH2PO4  
Cloruro de sodio NaCl  
Fosfato de di sodio NA2HPO4  
Ácido Clorhídrico 0.5 N HCl  
Acetilcolinesterasa AChE  
Butirilcolinesterasa BuChE  
Ácido 5,5 – ditio-bis- (2-nitrobenzoico) DTNB  
Galantamina  
Acetiltiocolina Yodada ATC  
Butiriltiocolina Yodada BTC  
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
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2.6  Selección de la muestra vegetal 
2.6.1  Criterio de inclusión 
Las mejores especies vegetales, que presenten vigorosidad y buen estado deben poseer tallos, 
hojas, flores y /o frutos tiernos y frescos con superficies íntegras. 
 
2.6.2  Criterio de exclusión 
Son aquellas plantas que muestran daños por acción de animales y otros factores, además 
presentan deterioro por viento, agua; ejemplares que se encuentren en peligro de descomposición 
(Giberti i Domínguezia 1998; pp. 19-39). 
 
2.7 Acondicionamiento de la muestra vegetal 
Una vez que se seleccionó la muestra vegetal de Eucharis formosa limpia; se procede a 
fragmentarla capa por capa en porciones representativas de 2 cm con mucho cuidado para evitar 
daños y acelerar su secado. A continuación, se colocaron estos trozos en la estufa redLineBy 
BINDER durante 48 horas a 50 oC y una vez seco el material se procedió a triturarlo en un molino 
de cuchillas de marca H. Thomas, reduciendo así el tamaño de la muestra de 2 a 3 mm de diámetro. 
 
2.8  Preparación del extracto alcaloidal 
Se pesaron 20 gramos de material vegetal seco y se maceraron con 800 mL de metanol por un 
período de 72 horas, haciendo  baños de ultrasonido entre 1 a 2 horas. Seguido a esto, se filtró el 
extracto metanólico y el solvente se evaporó a presión reducida con la ayuda de un rotavapor a 
temperatura de 50oC; el extracto bruto obtenido fue sometido a acidificación con H2SO4 (2% v/v) 
y en su limpieza se empleó éter etílico; de esta manera, se separó la fase orgánica que se 
caracteriza por retener los alcaloides (Acosta et al. 2014;p. 179). 
 
Por otro lado, en la fase acuosa ácida se basificó con NH4OH (25% v/v)  hasta obtener 
aproximadamente un pH de 10; luego, se extrajo los alcaloides utilizando acetato de etilo logrando 
que estos queden retenidos en la fase organica (Acosta et al. 2014;p. 179), en la que fue necesario usar 
goma arábiga y sulfato de sodio anhidro para eliminar todos los restos de agua y de esta forma se 
filtró los componentes evaporando el solvente con el rotavapor a 45ºC de temperatura, en el que 
finalmente, se obtuvo el extracto de alcaloides totales, detallado en la siguiente figura: 
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Baños de ultrasonido intervalos 1-2 horas 
 
  
                                                                                                
                Acidificación con H2SO4 (2%V/V) 
                                                                                                                   
 
 
 
 
 
Basificación con NH4OH (25% V/V,  pH ̴ 10) 
 
 
 
Extracción con acetato de etilo 5 repeticiones 
 
 
                        Evaporación a presión reducida 
 
                    
Figura 1-2: Esquema de la extracción de alcaloides del bulbo de Eucharis formosa. 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
 
Material Vegetal seco y triturado 
Bulbo Eucharis formosa 
Macerar con metanol 72/horas  
Fase orgánica: 
Materias neutras 
ceras, clorofila  
 
 
Extracto Bruto Ácido  Extracto Crudo 
Limpieza con éter 
etílico (5 repeticiones) 
Fase acuosa ácida 
Fase acuosa básica  
Fase orgánica: Alcaloides 
Fase acuosa alcalina 
Extracto purificado: 
(Mezclas de Alcaloides) 
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2. 9  Identificación de alcaloides Eucharis formosa por Cromatografía de gases 
acoplada a Espectrometría de masas. 
Una vez que se obtuvo el extracto de alcaloides de Eucharis formosa se efectuó cromatografía de 
gases acoplada a espectrometría de masas, para lo cual se empleó un  cromatógrafo de gases marca 
Agilent modelo 6890 y un espectrómetro de masas modelo 5975 de impacto electrónico que 
trabaja a 70 eV en una temperatura de 230oC. 
 
El cromatógrafo de gases posee una columna SAPIENS-X5-MS (30m x 0,25mm x 0,25µm) y 
tiene como fase estacionaria fenilmetilsilicona al 5%. 
 
El programa de temperatura utilizado fue el siguiente: 
 
 Aumento inicial de Temperatura de 55 a 100 oC (60 oC/min). 
 
 A 100 oC por 2 minutos. 
 
 Aumento de temperatura de 100 oC a 180 oC (15 oC/ min). 
 
 A 180 oC por 1 minuto. 
 
 Aumento desde 180 oC a 300 oC (5 oC/min). 
 
En el desarrollo de este proceso la temperatura del inyector que se empleó fue de 280oC, además 
el flujo del Helio (He) era de 0,8mL/min, utilizando el método Splitless. El alcaloide estándar 
utilizado fue la codeína. 
 
Para poder verificar la pureza de los análisis y el cálculo de índice de retención en los datos 
espectrales,  se utilizó el software AMDIS 2.71 (NIST). 
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2.10  Preparación de soluciones 
 
2.10.1  Reactivos  
Tabla 6-2: Buffer Fosfato Salino (PBS) 
REACTIVO CONCENTRACIÓN 
Fosfato di potásico (K2HPO4) 8 mM 
Bifosfato de sodio (NaH2PO4) 2,3 mM 
Cloruro de sodio NaCl 0,15 M 
Agua Desionizada  1 L 
Con NaOH ajustar a pH 7,5 0,5 N 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
 
Tabla 7-2: Solución Salina (Na2HPO4) 
REACTIVO CONCENTRACIÓN 
Solución Salina (Na2HPO4) 0,04 M 
Agua Desionizada 1000 mL 
Con HCl ajustar a pH 7,5 0,5 N 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
 
DTNB (ácido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico) 
Como reactivo empleado se utilizó D-8130 a una concentración de 2 mg/mL, misma que se 
conservó en una temperatura de -20 ºC, es importantes mencionar que esta solución es estable 
durante 3 meses.  
 
2.10.2  Preparación de Sustratos  
Se preparó yoduro de acetilcolina a una concentración de 1,7 mg /200µL  
Se preparó yoduro de butiriltiocolina a una concentración de 1,9 mg/200 µL 
 
2.10.3 Preparación de enzimas 
En AChE se utilizó la concentración 0,195U/mL y en BuChE una concentración de 0,260U/mL, 
los mismos que fueron colocados en tubos eppendorf de 0,5 mL a -200C de temperatura para su 
conservación. 
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2.10.4  Compuesto de referencia (Galantamina) 
El compuesto de referencia empleado (tableta de galantamina de 12 mg) se disolvió en un tubo 
plástico de rosca enrazado con PBS, obteniendo de esta manera la solución madre de galantamina 
y las posteriores diluciones necesarias. 
 
   Tabla 8-2: Diluciones de Galantamina. 
Solución No. Concentración 
1 1x10-3 M 
2 1x10-4 M 
3 1x10-5 M 
4 0,5x10-5 M 
5 1x10-6 M 
6 0,5x10-6 M 
7 1x10-7 M 
                                                     Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
 
2.11  Preparación de soluciones para determinar la actividad inhibitoria de las 
enzimas AChE y BuChE. 
 
2.11.1  Muestra Alcaloidal de Eucharis formosa. 
 
Se elaboró una solución madre del extracto alcaloidal de concentración 10 mg/mL con PBS, se 
homogenizó con un baño ultrasonido y con la ayuda de una agitador vórtex, permitiendo de esta 
manera que las partículas insolubles precipiten, tomando para nuestro ensayo el sobrenadante.  
 
De esta manera se trabajó con 6 concentraciones del extracto alcaloidal del bulbo de Eucharis 
formosa. 
Tabla 9-2: Concentración del extracto de alcaloides utilizado en el ensayo de inhibición AChE y 
BuChE para Eucharis formosa 
No. Dilución Concentración (µg/mL) 
AChE 
Concentración (µg/mL) 
BuChE 
1 50 300 
2 25 200 
3 10 150 
4 5 100 
5 1 50 
6 0,5 25 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
Las diluciones se conservaron en tubos eppendorff a 4oC. 
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2.12  Determinación de la actividad inhibitoria de Acetilcolinesterasa (AChE) y 
Butirilcolinesterasa (BuChE). 
El protocolo empleado fue de Ellman et al. (1961) con modificaciones realizadas por Ortiz et al. 
(2015), cuyo objetivo radica en la determinación de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal 
de la Eucharis formosa  frente a las colinesterasas Acetilcolinesterasa y Butirilcolinesterasa (Ortiz 
et al. 2015; pp.1241-1248). Para ello se siguió el procedimiento que se encuentra a continuación:  
 
1.- En una microplaca de 96 pocillos se colocó 50 µL de galantamina (compuesto de referencia) 
o extracto alcaloidal, en la muestra (M) y el blanco muestra (BM). 
 
2.- Seguidamente se añadió PBS en un volumen de 50µL en Control (C), 100µL en el Blanco 
Control (BC) y 150µL en el Blanco Muestra (BM). 
 
3.- Luego, se prepararon las enzimas de AChE para se retiró del congelador un eppendorff 
totalmente recubierto de papel aluminio, se descongeló y posteriormente se lo disolvió en 32mL 
de PBS. Con respecto a BuChE, se siguió el mismo procedimiento anteriormente descrito 
únicamente que este se disolvió en 12mL de PBS; en caso de realizar una prueba de BuChE o 
AChE se añade estas enzimas en un volumen de 50µL en Control (C) y Muestra (M), placa es 
recubierta con papel aluminio; es importe indicar que los sobrantes se desechan una vez que se 
termina el ensayo. 
 
4.- Una vez realizado el proceso anterior la microplaca fue incubada por el lapso de 30 minutos a 
21oC. 
 
5.-Mientras se espera de los 30 minutos se prepara el sustrato en un balón de aforo de 25 mL el 
mismo que debe estar cubierto con papel aluminio, se adicionó 1 eppendorff de DTNB más 1 
eppendorff  de ATC o BTC según sea el estudio realizado aforándolo con solución salina.  
 
6.- Concluidos los 30 minutos de incubación se añade 100µL de sustrato en los pocillos Control 
(C), Blanco Control (BC) y Muestra (M). 
 
7.- Al momento exacto de añadir el sustrato en los pocillos correspondientes se debe esperar  5 
minutos para ingresar la placa en el espectrofotómetro de microplacas MULTISKAN GO 
ThermoScientific  a una longitud de onda de 405 nm. 
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2.13  Análisis de Datos 
Al obtener las muestras por triplicado de las absorbancias se determina el porcentaje de inhibición 
enzimática aplicando la siguiente fórmula: 
 
% I = 100 - 
𝑀
𝐶
−
𝐵𝑀
𝐵𝐶
 x 100 
 
M: Lectura de absorbancia de Muestra  
C: Lectura de absorbancia de Control 
BM: Lectura de absorbancia de Blanco Muestra  
BC: Lectura de absorbancia de Blanco Control 
2.13.1  Determinación de la concentración inhibitoria media (IC50) mediante la curva de 
tendencia. 
Para la determinación  de la concentración inhibitoria media se utilizó la ecuación lineal:  
y = mx+c 
Dónde: 
Y= Porcentaje de inhibición (50) 
X = Concentración  
 
Se graficó la curva de inhibición, de manera que el eje X correspondió a la concentración del 
extracto de alcaloides y el eje Y el porcentaje de inhibición, obteniendo de esta manera la línea 
de tendencia. Con la ecuación obtenida se realizó el cálculo de la concentración inhibitoria 50  
(IC50), que corresponde a la concentración del extracto alcaloidal a la cual se inhibe el 50% de las 
enzimas. El  IC50  se expresó como el resultado promedio ± la desviación estándar de tres pruebas 
individualizadas realizadas por triplicado.  
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CAPÍTULO III 
 
3. ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
Este capítulo trata sobre los resultados obtenidos en la identificación y la actividad inhibitoria del 
extracto de alcaloides de Eucharis formosa, a partir de los métodos empleados y descritos en el 
capítulo anterior. 
3.1  Obtención del extracto alcaloidal de Eucharis formosa 
  Tabla 1-3: Porcentaje de rendimiento de extracción en Eucharis formosa. 
Material Vegetal Bulbo de Eucharis formosa 
Peso muestra seca 20 g 
Volumen solvente (maceración) 800 mL 
Extracto rico alcaloidal 15,8 mg 
Porcentaje de rendimiento alcaloidal 0,079% 
   Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
 
En la actualidad no existe información bibliográfica acerca de la especie Eucharis formosa con 
los que se pueda realizar una comparación de los resultados obtenidos; sin embargo, se ha 
encontrado que la especie Eucharis bonplandii presenta un porcentaje de rendimiento de  0,60 % 
y Eucharis caucana 0,17 %  esta última con un porcentaje de rendimiento similar al de E. formosa 
(Cortes et al. 2017) pertenecientes al género Eucharis. 
 
Se puede mencionar que el porcentaje de rendimiento de la especie Eucharis formosa frente a 
otras especies pertenecientes a la familia Amaryllidacea endémicas del Ecuador es inferior tales 
como: Phaedranassa cinérea 0,11%,  Phaedranassa cuencana 0,137%, Phaedranassa 
tunguraguae 0,15%, Phaedranassa dubia 0,2%, Eucrosia mirabilis 0,25%,   Phaedranassa 
glaucifora 0,3%. (Salazar, 2017;  Jaramillo, 2019;  Montero, 2018;  Inca ,2017;  Carrillo, 2018;  Baldeón, 2018) 
3.2  Identificación de alcaloides presentes en bulbo de Eucharis formosa obtenidos 
mediante Cromatografía de Gases acoplado a  Espectrometría de masas (CG-
EM) 
 Tabla 2-3: Resultados de Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de masas de los 
alcaloides presentes en Eucharis formosa. 
Alcaloide Rt RI % Total 
Galantamina 22,250 2385,7 6,36 
Codeína* 22,949 2431,2 10,64 
O-metilmaritidina 23,296 2454,5 < 0,1 
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Hemantamina 25,885 2628,0 7,63 
m/z 288*a;[M=289]*b 26,496 2669,0 < 0,1 
11- hidroxivitatina/hamaina 27,009 2703,4 13,16 
Incartina 27,517 2737,4 < 0,1 
Licorina 27,621 2744,3 62,21 
Fuente: Universidad de Barcelona    
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
 
INTERPRETACIÓN:  
Rt……….. Tiempo de retención  
RI……….. Índice de retención  
%Total…..Porcentaje de abundancia del alcaloide respecto al total de la muestra. 
m/z……… Relación masa/ carga 
*a……….. Pico base  
*b……….. Posible pico de ion molecular  
* compuesto estándar 
 
 
 
         Gráfico 1-3: Alcaloides identificados en el extracto alcaloidal  del bulbo de Eucharis          
        formosa 
          Realizado por: Raúl Chamorro, 2019. 
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Galantamina                                                                                                 O-metilmaritidina 
 
 
 
 
 
 
 
Hemantamina                               11- Hidroxivitatina                                   Hamaina 
 
 
 
 
 
 
       Incartina                                                                                     Licorina 
Figura 2-3: Estructuras de los alcaloides identificados en el extracto de Eucharis formosa 
Fuente:https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 
  
 
El extracto alcaloidal de Eucharis formosa está conformado por 6 alcaloides identificados y uno 
no identificado como resultado de la CG-EM. De los compuestos identificados, el de mayor 
porcentaje fue licorina con un total de 62,21 %, seguido de 11- hidroxivitatina/hamaina presente 
en un 13,16 %;  la galantamina con  6,36 %, hemantamina con 7,63 %, incartina al igual que O-
metilmaritidina con 0 % y; finalmente, un compuesto no identificado siendo este m/z 
288*a;[M=289]*b , la codeína con 10,64 % como compuesto estándar, 
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En el caso de  11- hidroxivitatina/hamaina  presenta dos alcaloides dentro del mismo porcentaje 
por lo que se necesitaría aplicar estudios complementarios como el dicroísmo circular que permita 
determinar cuál de los dos alcaloides está presente en el extracto de Eucharis formosa. 
 
La familia Amarillydaceae está conformada por plantas conocidas por ser una vasta fuente de 
alcaloides  farmacológicamente activos,  siendo la licorina la primera entre los alcaloides en ser 
aislada de la planta Narcissus pseudonarcissus, permitiendo así que conjuntamente con sus 
derivados generen interés en el campo medicinal por sus estructuras divergentes y sus efectos 
biológicos (Roy et al. 2018; p.615). 
 
La licorina es un alcaloide natural con un gran impacto terapéutico, siendo activa en una 
concentración baja con alta especificidad contra diversos tipos  de cáncer tanto in vivo como in 
vitro, de igual forma contra varias células cancerosas resistentes a medicamentos (Roy et al. 2018; 
p.615) 
 
De igual forma posee actividad inhibitoria para acetilcolinesterasa utilizada para el tratamiento 
de Alzheimer, destacándose los constituyentes de licorina por su potente actividad antiviral, 
antibacteriana, antiparasitaria, antitumoral, antimalárica, antiinflamatoria, antiplaquetaria, 
antifertil, emética, como también actividad antifúngica contra Candida albicans. (Acosta et al. 
2014;p. 179). 
 
La 11 – Hidroxivitatina se encuentra representada por alcaloides crinanos con el propósito de 
identificar nuevos constituyentes antiplasmoidales  (Nair i Staden 2019; pp. 305-313). 
 
Se describe el aislamiento del alcaloide hamaina conocido también como O-dimetilcrinamina  de 
las semillas de la Crinum asiaticum varjaponicum. Además, este compuesto ha sido aislado de 
los bulbos de algunas especies de Crinum y Brusvigia (Petit, Banwell i Willis 2011; pp. 2009-2012). 
Han sido utilizadas en medicina para el tratamiento de diversas dolencias tales como: pérdida de 
memoria, infertilidad, afecciones hepáticas, problemas renales, resfriados, dolor de espalda. En 
sí, hamaina muestra cumple actividades antiplasmoidales y citotóxicas; también inhibe la 
acetilcolinesterasa (AChE) (Petit, Banwell i Willis 2011; pp. 2009-2'012). 
42 
Hemantamina posee particular importancia ya que su actividad radica contra varias sepas de 
Plasmodium falciparum así su interés reside en su potencial actividad antipalúdica (Cedrón et al. 
2012; pp. 5464-5472). 
Algunos de los alcaloides de Amaryllidaceae también son de particular importancia. interés por 
su potencial actividad antipalúdica: licorina, hemantamina, hemantidina y crinamina poseen 
importantes Actividad contra varias cepas de Plasmodium falciparum (Cedrón et al. 2012; pp. 5464-
5472). 
También, demostrando que es un potente inhibidor de la KB oral humana, en el crecimiento de 
las células epidermoides (Nair i Staden 2019; pp. 305-313). 
Los alcaloides de tipo galantamina se encuentran presentes en los bulbos de Eucharis formosa 
con un porcentaje total de 6,36 %, tiene actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa haciendo de 
este medicamentos usados para el tratamiento del Alzheimer (Acosta et al. 2014;p. 179). 
La galantamina es el alcaloide de Amaryllidaceae más conocido y de acción prolongada, inhibidor 
selectivo, reversible y competitivo de AChE y también modula alostéricamente los receptores 
nicotínicos de acetilcolina  (Emir et al. 2019; p. 63). 
A pesar de que no existen estudios fitoquímicos de Eucharis formosa, se realizó un análisis 
comparativo con otras especies pertenecientes al mismo género para determinar si estas presentan 
los mismos alcaloides encontrados en E. formosa, siendo así que galantamina y licorina  
predominan en  E. bonplandii, E. amazónica y E. grandiflora (Cortes et al. 2017); hamaina en E. 
grandiflora; 11-Hidroxivitatina en E. grandiflora y O-Metilmaritidina en E. amazónica y E. 
grandiflora (Codina et al. 2007).  
 
3.3  Determinación de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Eucharis 
formosa sobre acetilcolinesterasa. 
 
Primer ensayo 
En el primer screening de inhibición se usaron cuatro concentraciones (1, 10, 50, 100 µg/mL).  
Los resultados de esta primera prueba se encuentran en la tabla 3-3, en la que indican que el IC50 
del extracto alcaloidal se encuentra en las concentraciones de 1 µg/mL (33,488 ± 4,280) y 10 
µg/mL (60,845 ± 1,254).  
Tabla 3-3: Primer screening del porcentaje de inhibición de AChE por el extracto alcaloidal  de 
Eucharis formosa   
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Concentración del extracto alcaloidal 
(µg/mL) 
Porcentaje de inhibición de AChE (%) 
1 µg/mL 33,488 ± 4,280 
10 µg/mL 60,845 ± 1,254 
50 µg/mL 79,937 ± 1,691 
100 µg/mL 84,129 ± 0,926 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019 
Segundo ensayo 
En base al ensayo anterior, se definieron seis concentraciones: 50; 25; 10; 5; 1; 0,5 µg/mL, con 
las cuales se obtuvo la ecuación de la recta, necesaria para el cálculo del IC50. En la tabla 4-3, se 
puede observar que al utilizar la concentración 50 µg/mL se inhibe AChE en un 83,10 % y 
además, se cumple con la condición de incluir al menos dos valores por encima del IC50 y dos 
valores por debajo de ese valor.  
Tabla 4-3: Segundo screening del porcentaje de inhibición de AChE por el extracto alcaloidal  
de Eucharis formosa 
Concentración extracto alcaloidal 
(µg/mL)  
Porcentaje de inhibición de AChE (%) 
50 µg/mL 83,103 ± 0,092 
25 µg/mL 78,064 ± 0,388 
10 µg/mL 70,469 ± 1,279 
5 µg/mL 53,702 ± 3,023 
1 µg/mL 23,530 ± 4,782 
0,5 µg/mL 13,453 ± 16,493 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019 
Tabla 5-3: Inhibición del extracto alcaloidal de Eucharis formosa sobre AChE 
Compuesto IC50 AChE (µg/mL) 
Galantamina  0,71 ± 0,02  
R2 = 0,97 
Extracto alcaloidal de Eucharis formosa 4,223  ± 0,435 
R2 = 0,99 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019 
Para la actividad inhibitoria de la especie vegetal estudiada sobre acetilcolinesterasa, se realizaron 
tres repeticiones individuales cada una por triplicado, usando como compuesto de referencia 
galantamina, con los resultados obtenidos se calculó el IC50. 
Los resultados de la tabla 5-3 muestra que E. formosa tiene un  IC50 = 4,223  ± 0,435 µg/mL, el 
cual indica una alta actividad inhibitoria sobre AChE, respecto a galantamina que mostró un IC50 
= 0,71 ± 0,02 µg/mL. 
En la actualidad no existe información bibliográfica sobre la especie E. formosa  con los que se 
pueda comparar los resultados obtenidos; sin embargo,  se menciona dos estudios del extracto de 
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alcaloides de E. bonplandii y E. caucana  en el que se indica un alto nivel de actividad inhibitoria 
frente a AChE con un IC50 en bulbos de 0,72 ± 0,05  µg/mL y alrededor de 5 µg/mL 
respectivamente   (Cortes et al. 2017). 
 
En el Ecuador los estudios de la familia Amaryllidaceae prometen un crecimiento elevado en los 
últimos tiempos para el género Phaedranassa en la que se muestra una alta actividad inhibitoria 
sobre AChE.  P. cuencana IC50= 1,12 ± 0,05 µg/mL (Jaramillo 2019); P brevifolia IC50= 3,45 ± 0,29 
(Robles 2019); P. tunguraguae IC50= 11,12  ± 1,87 µg/mL (Montero 2018);  P. dubia IC50= 25,48 ± 0,3 
µg/mL (Inca 2017);  P. cinérea con IC50= 37,6 ± 0,097 µg/mL(Salazar 2017);  P. glauciflora IC50= 
39,94 ± 5,09 µg/mL (Baldeón 2018); sin embargo, E. formosa en relación al estudio de las especies 
mencionadas tiene actividad inhibitoria más alta.   
La actividad inhibitoria que presenta E. formosa sobre AChE IC50 = 4,223  ± 0,435 µg/mL puede 
deberse a que los alcaloides muestran diferentes tipos estructurales en los cuales se han 
demostrado que tanto galantamina, licorina como incartina (Berkov et al. 2007), tienen elevadas 
propiedades inhibitorias para AChE (Cortes et al. 2017).  
Este resultado muestra que la fracción alcaloidal de E. formosa IC50 = 4,223  ± 0,435 µg/mL tiene 
gran relevancia desde el punto de vista fitoquímico como farmacológico ya que posee inhibidores 
para la actividad de AChE como es galantamina; sin embargo, el alcaloide hemantamina  que está 
presente en este extracto, indica que actúa inhibiendo el sitio activo tanto de AChE como de 
BuChE, de la misma forma vitatina se establece como molécula potencial con doble inhibición, 
basadas en resultados obtenidos por simulaciones de acoplamiento molecular (Cortes et al. 2017). 
Finalmente, los resultados apoyan la relevancia química de la especie para la inhibición de 
colinesterasas y como potentes fuentes de metabolitos para el tratamiento paliativo de la 
enfermedad de Alzheimer.  
3.4  Determinación de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Eucharis 
formosa sobre Butirilcolinesterasa. 
Primer Ensayo   
Se dio inicio evaluando la actividad inhibitoria del extracto de alcaloides de Eucharis formosa en 
relación a la enzima, para lo cual de acuerdo a la metodología de Ellman et al con modificaciones 
se empleó concentraciones 1, 10, 50 y 100 µg/mL; resultados que se muestran en la siguiente 
tabla: 
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Tabla 6-3: Primer screening del porcentaje de inhibición de BuChE por el extracto alcaloidal  de 
Eucharis formosa   
Concentración del extracto alcaloidal 
(µg/mL) 
Porcentaje de inhibición de BuChE (%) 
1 µg/mL 10,773 ± 22,705 
10 µg/mL 14,081 ± 5,148 
50 µg/mL 35,322 ± 6,165 
100 µg/mL 52,540± 3,656 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019 
De acuerdo a este primer monitoreo el extracto de Eucharis formosa inhibió a BuChE con un 
resultado mayor al 50 % en la concentración de 100 µg/mL, al contar únicamente con un dato 
superior se decidió realizar otro monitoreo con un aumento de concentraciones para la obtención 
de dos resultados por encima del 50 % de inhibición y dos por debajo del 50% y así verificar el 
método propuesto.  
A continuación, se muestran los siguientes valores: 
Tabla 7-3: Segundo screening del porcentaje de inhibición de BuChE por el extracto alcaloidal  
de Eucharis formosa   
Concentración extracto alcaloidal 
(µg/mL) 
Porcentaje de inhibición de BuChE (%) 
300 µg/mL 70,967 ± 1,900 
200 µg/mL 61,422  ± 1,586 
150 µg/mL 52,720  ± 2,922 
100 µg/mL 41,368  ± 5,111 
50 µg/mL 29,072  ± 2,806 
25 µg/mL 8,883  ± 1,992 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019 
Con los resultados del primer screening se tuvo que elegir seis concentraciones, tal como se 
muestra en la tabla en las concentraciones de 300, 200 y 150 µg/mL existen valores en el que el 
porcentaje de inhibición sobrepasa el 50% y de la misma forma, en las concentraciones de 100, 
50 y 25 µg/mL se encuentran por debajo del porcentaje respuesta, de esta manera se obtiene la 
curva de calibración agregando la línea de tendencia, es así que se alcanza la ecuación necesaria 
para la determinación del IC50, mismo que se encuentra entre las concentraciones de 150 µg/mL 
(52,720  ± 2,922 %) y 100 µg/mL (41,368  ± 5,111 %). 
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Tabla 8-3: Inhibición del extracto alcaloidal de Eucharis formosa sobre BuChE 
Compuesto IC50 BuChE (µg/mL) 
Galantamina  R² = 0,998 
16,055 ± 1,335 
Extracto alcaloidal de Eucharis formosa R² = 0,99 
129,903 ± 12,636 
Realizado por: Raúl Chamorro, 2019 
Para la actividad inhibitoria de la especie vegetal estudiada sobre butirilcolinesterasa, se 
realizaron tres repeticiones individuales cada una por triplicado, usando como compuesto de 
referencia galantamina, con los resultados obtenidos se calculó el IC50. Los resultados de la tabla 
8-3 muestra que E. formosa tiene un  IC50 = 129,903  ± 12,639 µg/mL, el cual indica una actividad 
inhibitoria media sobre BuChE, respecto a galantamina que mostró un IC50 = 16,055 ± 1,335 
µg/mL. 
De la comparación realizada entre E. formosa con IC50 = 129,903  ± 12,639 µg/mL; E. bonplandii 
con IC50= 57,87 ± 9,14 µg/mL y E. caucana con IC50= 77,07 ± 9,62 µg/mL, indican que los 
principales compuestos presentes en la fracción alcaloide no inhibe eficientemente la enzima 
BuChE (Cortes et al. 2017). 
En el Ecuador los estudios de la familia Amaryllidaceae para el género Phaedranassa muestran 
una actividad inhibitoria alta sobre BuChE.  P. cuencana IC50= 21,53± 1,64 μg/mL (Jaramillo 2019); 
P brevifolia IC50= 58,89±0,55 μg/mL  (Robles 2019); P. tunguraguae IC50= 64,49 ± 1,34 μg/mL 
(Montero 2018);   
Por otro lado, la actividad inhibitoria sobre butirilcolinesterasa de las siguientes especies  P. dubia 
IC50= 114,96 ± 4,94 μg/mL (Inca 2017);  P. cinérea con IC50= 108.51 ± 8,98 μg/mL (Salazar 2017); 
muestran una actividad inhibitoria media al igual que E. formosa con IC50=  129,903 ± 12,636 
μg/mL, a pesar de que  
Por otro lado, la actividad inhibitoria sobre butirilcolinesterasa presentó un valor de IC50 de 
(129,903 ± 12,636 µg/mL), a pesar de que ha sido comprobado que la BuChE tiene la capacidad 
de sustituir temporalmente la AChE inhibida y así hidrolizar la acetilcolina acumulada (Gabriel et 
al,. 2017, p.3) 
Si relacionamos el IC50 de galantamina frente a AChE (0,71 ± 0,02 µg/mL), con el de este 
alcaloide frente a BuChE (129,903 ± 12,636 µg/mL), evidenciamos que el primero muestra mayor 
actividad inhibitoria, esto se debe a que la afinidad de galantamina sobre AChE es 50 veces 
superior a la que tiene sobre BuChE (Salazar et al., 2012, p.269). 
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Es conocido que los alcaloides de la familia Amaryllidaceae inhiben la BuChE en menor medida 
que la AChE, (Ortiz et al. 2015; pp.1241-1248), lo que explica la diferencia de valores de IC50 producida 
por E. formosa  para ambas colinesterasas, siendo mayor la inhibición de AChE. 
La actividad inhibitoria de BuChE fue menor que la actividad inhibitoria de AChE este fenómeno 
es normal en la investigación enzimática, que puede ser atribuido a las diferencias de actividad 
inherente de AChE y BuChE. Aunque la inhibición de AChE tiene valor farmacológico 
significativo, la inhibición de BuChE juega un papel importante en la búsqueda de inhibidores en 
etapas moderadas de la enfermedad de Alzheimer (Cortes et al. 2017). 
La actividad de BuChE aumenta progresivamente a medida que la gravedad de la enfermedad 
avanza, mientras que la actividad de AChE disminuye (Cortes et al. 2017). 
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CONCLUSIONES 
 Mediante un protocolo basado en el cambio de pH y uso de solventes orgánicos se extrajo la 
fracción alcaloidal del bulbo de E. formosa obteniendo un rendimiento de 0,079 %. 
 
 Mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas se identificaron 6 
alcaloides presentes en el extracto, siendo licorina el de mayor porcentaje con un total de 
62,21 %, seguido de 11- hidroxivitatina/hamaina presente en un 13,16 %, hemantamina con 
7,63 %, galantamina con  6,36 %, incartina al igual que O-metilmaritidina menor a  0,1 %. 
 
• Empleando el método de Ellman et al (1961) con modificaciones de Ortiz et al (2016) se 
determinó la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de E. formosa, mostrando una alta 
actividad frente a Ache (IC50 = 4,223  ± 0,435 µg/mL) respecto a la galantamina (IC50 = 0,71 
± 0,02 µg/mL). Para Buche, el IC50 fue de 129,903  ± 12,639 µg/mL, lo que indica una 
actividad inhibitoria media, en comparación con galantamina (IC50 = 16,055 ± 1,335 µg/mL); 
lo cual demostró que los alcaloides presentes en E. formosa presentan más afinidad hacia 
ACHE. 
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RECOMENDACIONES 
 Se recomienda realizar investigaciones sobre el género Eucharis con el fin de comparar el 
perfil de alcaloides y la actividad inhibitoria frente a las colinesterasas, de igual forma realizar 
más estudios fitoquímicos de la especie E. formosa. 
 
 Se debería realizar estudios complementarios de la molécula no identificada m/z 
288*a;[M=289]*b en el estudio de cromatografía de gases por espectrometría de masas, todo 
esto con el fin de encontrar posibles usos terapéuticos. 
 
 Se recomienda desarrollar estudios de toxicidad de los alcaloides presentes en la especie 
Eucharis formosa por el potencial farmacológico en sus metabolitos y además por la limitada 
bibliografía que se posee sobre esta planta.   
 
 GLOSARIO  
 
 
EA   Enfermedad de Alzheimer  
AChE   Acetilcolinesterasa 
ACh   Acetilcolina 
AChEI  Inhibidor de Acetilcolinesterasa  
BIFRENES:  La Biodiversidad Iberoamericana como Fuentes de Recursos Naturales para su 
Explotación Sostenible  
BuChE  Butirilcolinesterasa  
APOE-e4  Apolipoproteína E-4  
Aβ: Beta  Amiloide  
ADDLs  Ligandos difusibles a derivados de Aβ 
UCH-L1  Ubiquitina humana  
FDA  Food and Drug Administration 
CYTED  Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnología para el Desarrollo 
IC50  Concentración Inhibitoria media  
OMS  Organización Mundial de la Salud  
NMDA   Antagonista del receptor ácido- N- metil-D- aspartato. 
DTNB   ácido 5,5- ditiobis-2-nitrobenzoico 
CG-EM  Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de masas 
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 ANEXOS 
 
Anexo A: Especie vegetal Eucharis formosa recolectada en la provincia de Sucumbíos, cantón 
Shushufindi en el año 2018 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo B: Acondicionamiento del material vegetal  
 
 
 
 
 
 
 
                  Cortes del bulbo en estado seco                      Trituración del material vegetal (bulbo)  
 
  
 Anexo C: Preparación del extracto crudo  
 
 
 
 
 
 
 
 Sonicación a intervalos de tiempo                   Filtrado de extracto crudo de Eucharis formosa 
 
Anexo D: Extracción de alcaloides de Eucharis formosa 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                               Filtrado y desengrasado del extracto 
 
                                               
 
 
  
 
 
 
 
 
                                           Concentración del extracto de Eucharis formosa 
 
 
 
 
 
 
 
Extracto purificado mezcla de alcaloides  
Anexo E: Ensayo de inhibición de Acetilcolinesterasa y Butirilcolinesterasa del extracto de 
alcaloides de Eucharis formosa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Anexo F: Curva de inhibición de acetilcolinesterasa (AChE) del extracto alcaloidal de Eucharis 
formosa, para el cálculo de IC50, ejecutadas en tres días respectivamente  
 
Gráfico1: Primer ensayo de Inhibición de AChE del extracto alcaloidal de Eucharis formosa 
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 Gráfico 2: Segundo ensayo de Inhibición de AChE del extracto alcaloidal de Eucharis formosa 
 
Gráfico 3: Tercer ensayo de Inhibición de AChE del extracto alcaloidal de Eucharis formosa 
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 Anexo G: Curva de inhibición de butirilcolinesterasa (BuChE) del extracto alcaloidal de Eucharis 
formosa, para el cálculo de IC50, ejecutadas en tres días respectivamente. 
 
 
Gráfico 4: Primer ensayo de Inhibición de BuChE del extracto alcaloidal de Eucharis formosa. 
 
Gráfico 5: Segundo ensayo de Inhibición de BuChE del extracto alcaloidal de Eucharis formosa. 
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Gráfico 6: Tercer ensayo de Inhibición de BuChE del extracto alcaloidal de Eucharis formosa. 
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 Anexo H: Orden de movilización de la especie Eucharis formosa  
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